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Uwazam, ze wybdr tematyki badawczej przedstawionej mi do recenzji pracy
doktorskiej jest zgodny z nowoczesnym kierunkiem r zwoju badar nad wirusami roslin.
Podjeta przez mgr Aleksandre Zarzyriska-Nowak tematyka badawcza jest oryginalna i wazna
zaréwno dla badan podstawowych, jak i aplikacyjnych.

Recenzowana przeze mnie rozprawa doktorska obejmuje 119 stron. Ukfad pracy jest
prawidtowy, a tres¢ rozdziatéw wiasciwa. Dysertacja sktada sie z dziewieciu rozdziatow:
Wstep, Przeglad literatury, Cel pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz Spis
literatury. W poszczegdlnych rozdziatach wydzielono podrozdziaty i podpodrozdziaty. Praca
zawiera takze streszczenie polsko i angielskojezyczne oraz wykaz stosowanych skrétéw.
Uzyskane wyniki s zaprezentowane w 14 tabelach w tekécie pracy i na 34 rycinach. Autorka
cytuje 207 pozycji literatury krajowej i zagranicznej.| Strona ilustracyjna pracy dobrze
dokumentuje uzyskane wyniki i jest staranna. Zawier wyraznie prezentujgce uzyskane
wyniki zdjgcia, rysunki, schematy, wykresy i czytelne tabele. Praca napisana jest poprawnym,
komunikatywnym jezykiem, czyta sie do$¢ tatwo.

W mojej ocenie w tytut rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zarzyriskiej-Nowak nie
jest w petni zgodny z jej trescig. W tytule powinna sie znalez¢ charakterystyke wtasciwosci
biologicznych izolatéw wirusa pasiastej mozaiki jeczmienia.

Wstep - stosunkowo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienie. Zabrakto jednak
wyraznego wyjasnienia, dlaczego podjeto prébe | poszukiwania nowych metod
diagnostycznych?. Dopiero w rozdziale 7. Dyskusja, podrozdziat 7.3, Doktorantka
uzasadnienia, iz cyt. ,Waznym celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie metod
diagnostycznych pozwalajacych na efektywne wykrywanie izolatéw BSMV, szczegOlnie tych
wystepujacych w niskiej koncentracji w tkankach roslinnych”. Nieco wczeéniej bo w
Rozdziale 2. Przeglad literatury, podozdziat 2.3., czytamy, ze wyniki badan prowadzonych
przez Jezewska (2001, 2006), Jezewsky i Trzmiel (2009) oraz Jezewska i Cajze (2010)
wskazujg, ze w Polsce wykryto gtéwnie izolaty tagodne BSMV. Przytoczone powyisze
informacje winny znalez¢ w Rozdziale 1. niniejszej rozprawy. Mgr Aleksandra Zarzyriska-
Nowak powotuje si¢ na dane pochodzace z Rocznikal Statystycznego z lat 2014-°2015

dotyczace facznej powierzchni upraw zb6z na s$wiecie, powierzchni upraw jeczmienia w

Polsce oraz wysokosci plonu. Czy byty ktopoty z uzyskaniem bardziej aktualnych danych?




Przeglad literatury - liczy 18 stron i porusza wszystkie badane w pracy watki. Dobor

literatury jest zasadny, a sposéb cytowania prawidto

trakcie czytania tego rozdziatu sg nastepujace:

. Uwagi jakie nasunety mi sie w

moim zdaniem tytuty podrozdziatéw: 2.1., 2.2, 2.3, 24., 25, 26, i 2.9.

powinny by¢ uzupetnione o akronim wirus

’

Strona 16 - Autorka podajac klasyfikagje wirusa opiera sie na danych
zawartych w IX Raporcie ICTV z 2012 roku oraz publikacji Kryczyriski (2002), w
ktérym autor opisuje zasady kwalifikacji wiruséw na podstawie danych
zawartych w 7 Raporcie ICTV z roku 2000. Moim zdaniem Doktorantka
powinna wykorzystac jako zrédto dane zamieszczonych w 10 Raporcie ICTV z
2016 roku, ktory obecnie dostepny jest jedynie online

o http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

Strona 17 -  zdanie cyt. , Najczesdiej obserwowanym symptomem

powodowanym przez BSMV jest......

oim zdaniem nie obserwujemy
symptoméw powodowanych przez czynnik infekcyjny, ale notujemy reakcje
roélin po infekcji przez czynnik infekcyjny. Wedtug Gotebniak (2010) w
Fitopatologia. Podstawy fitopatologii, tom 1. Kryczyriski i Weber (reds.)
PWRIL, Poznari ,Objawy wtasciwe, ktére sg reakcjg rosliny na dziatanie
czynnikow chorobotwérczych, s3 wynikiem morfologicznych, anatomicznych
lub fizjologicznych zmian w rodlinie wywotanych przez czynniki
chorobotworcze”.
Strony 19 i 20 Autorka podajgc sposoby przenoszenia wirusa  pisze
»Przenoszenie przez nasiona”, wydaje sig¢, ze w przypadku tego sposobu
rozprzestrzeniania wirusa wifasciwej bytoby pisaé przenoszenie wirusa z
nasionami jak podaje Kryczyriski (2010) w Fitopatologia. Podstawy
fitopatologii, tom 1. Kryczyriski i Weber (reds.) PWRIL, Poznar.

Strona 29 - tytut podrozdziatu 2.7. Zmiennos$¢ genetyczna RNA wiruséw oraz
zréznicowanie izolatdw BSMV nie koresponduje z jego treicig. Autorka
omawia przyczyny powstawania nowych wariantéw RNA wiruséw (mutacje,
rekombinacje). Informacje dotyczace zréznicowania genetycznego BSMV s3
bardzo skape i ograniczajg si¢ jednego do wynikéw badari z pracy Smith i

wspotautorzy (2014). Brak innych zrédet literaturowych dotyczgcych tematu,



® Strona 32 - Podrozdziat 2.9. Diagnostyka, Doktorantka jedynie wymienita
dotychczas polecane do wykrywania i i entyfikacji BSMV metody/techniki.
Brak jest jakichkolwiek danych z literatury dotyczacych ich skutecznosci

Cel pracy - obejmuje 6 wyraznie okreslonych zagadnieri w tym: analize wtasciwosci
biologicznych BSMV, analize zmian ultrastrukturalnych komoérek jeczmienia porazonych
przez wirus, wielostronng molekularng charakterystyke BSMV oraz ocene przydatnosci
dwoch technik IC-real-time PCR oraz RT-LAMP do w krywania i identyfikacji tagodnych
izolatéw wirusa.

Niestety Autorka nie podata ani okresu czasu, w k 6rym badania przeprowadzono, ani
ich miejsca.

Materiaty - Autorka prowadzita badania z wykorzystaniem dwéch polskich izolatéw
wirusa pasiastej plamistosci jeczmienia wykrytych, zide tyfikowanych i okreslonych przez
Jezewska (2006) jako polski tagodny izolat: BSMV-M, |polski silny izolat : BSMV-R oraz
wariant genetyczny BSMV-M/R powstaty jako wynik| pasazowania izolatu BSMV-M .
Zabrakto informaciji dlaczego do badarn wybrano akurat te izolaty BSMV i jakie byto zrédto ich
pochodzenia?. Jako izolat feferencyjny uzyto niemiecki, tagodny izolat BSMV-DeM. Czy
Doktorantka uznata, ze uzycie do badan zagranicznego silnego referencyjnego izolatu nie jest
zasadne?, czy moze Doktorantka miata trudnosci z jego pazyskaniem?.

Zabrakto takze informacji o pochodzeniu uzytych w testach 19 gatunkéw roslin
wskaznikowych oraz nasion 61 odmian jeczmienia.

Metody - Zastosowang metodyke badan uwazam za wtasciwg dla osiggniecia
zaplanowanych celéw badawczych. Przedstawiono | kompletne protokoty uzytych
metod/technik badawczych: test DAC-ELISA, metody elektronomikroskopowe (technika sap-

dip, metoda ultracienkich skrawkéw),

metoda inokulacji sokiem, oczyszczania wirusa, techniki RT-PCR wraz z podaniem
szczegotowych parametréw reakcji i elektroforetycznego rozdziatu jej produktéw, ligowania
produktdw reakcji rt-PCR i transformacji komérek kompetentnych, oczyszczania DNA
plazmidowego, sposobu weryfikacji klonowania przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych (EcoRl i
Notl), techniki 5" i 3" RACE, sposéb pozyskiwania komérek kompetentnych, techniki IC real-
time RT-PCR oraz techniki RT-LAMP. Zaprezentowano sposoby analiz: molekularnej BSMV,
zmiennosci genetycznej, rekombinacji, presji selekcyjnej oraz analizy filogenetyczne w tym

zasady konstrukcji drzew pokrewieristwa filogenetycznego. Zakres zastosowanych
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metod/technik badawczych wskazuje, 7e Doktorantka starata sie kompleksowo i

metodycznie rozwigzac postawione w pracy cele.

tylko 3 izolatbw BSMV-M, BSMV-R i
wtasciwosci biologicznych i obserwacje zmian ultrastrukt
roslin. Jaki byt tego powod?.

Uwagi, ktore nasunety mi sig w trakcie czytania tego rozd

Kazdy

Autorka prowadzita badania z wykorzystaniem 4

BSMV-DeM

tytut podrozdziatu 5.3. Test biologiczny powinien
roslin wskaznikowych”.

Testy biologiczne to rutynowe metody wykryw
(gtéwnie wiroidéw, wiruséw, fitoplazm) z
bioindykatoréw (Kryczynski i wsp., 2002. Stowni

0.0. Warszawa 2002. 155str.). Doktorantka nie

testu, a jedynie wykorzystata go do scharaktery

patogena przeprowadzajac inokulacje sokiem

izolatéw wirusa, ale w przypadku
przeprowadzono charakterystyke

uralnych w porazonych komérkach

ziatu:

brzmie¢ ,Metoda inokulacji sokiem

ania i/lub identyfikacji patogenéw
uzyciem rodlin  wskaznikowych,
k fitopatologiczny. Hortpress sp. z.
wykrywata BSMV przy uzyciu tego
zowana wtasciwosci biologicznych

wybranych 13 gatunkéw roslin

jednolisciennych oraz 6 gatunkéw roélin dwuliéciennych,

w podrozdziatach 5.1., 5.2., 5.3. nie podano celu uzycia testu/ metody, ani materiatu

uzytego do badan,

moim zdaniem metodyki technik biologii molek

powinny by¢ opisane w osobnych podrozdziatach.

zmiany tytutdw podrozdziatéw

o podrozdziat 5.6. w miejsce ,Wykrywa

»Technika RT-PCR”, nastepnie
wykorzystania tej techniki i uzyty do ba

podpodrozdziaty 5.7.1.,5.7.2.,, 5.7.3., zaw

stanowi¢ osobne podrozdziaty
®= |mmunocapture real-time RT-PCR
* Technika RT-LAMP

tak powstaty podrozdziat opatrzony bytby

krotka

ularnej uzytych przez Doktorantke

Takie postgpowanie skutkowatoby

hie BSMV w roslinach proponuje

informacja dotyczaca celu
dan materiat, a nastepnie kolejno

ierajgce metodyke

podrozdziat 5.16. mozna usung¢, a zawarte w min podpodrozdziaty mogtyby

informacjami dotyczacymi celu

wykorzystania danej techniki oraz uzytego do badan materiatu.




Wyniki — Wynik badar stanowia obszerng czeéé p edstawionej do recenzji dysertacji.
Zostaty one szczegdtowo opracowane i poparte bogatym materiatem zawartym w tabelach i
rycinach. Chciatabym wyraznie zaznaczy¢, ze przeprowadzone badania byty bardzo szerokie i

wyjatkowo pracochtonne, zwtaszcza analizy molekularne.

Opis wynikéw rozpoczyna podrozdziat 6.1. ,Wykrywanie BSMV w roélinach”. W
podpodrozdziale 6.1.1. Autorka pisze o wynikach wykrywania wirusa z zastosowaniem testu
DAC-ELISA, a w podpodrozdziale 6.1.2. podaje wyniki otrzymane przy zastosowaniu techniki
RT-PCR uzytej do weryfikacji danych wspomnianego testu DAC-ELISA. Zamieszczenie tych
dwdch podrozdziatéw jest dla mnie kompletnie nieuzasadnione. Nie wiem jakie rosliny
testowano, poniewaz w rozdziale 4. Materiaty podrozdziat 4.2., Autorka podaje informacje
dotyczace jedynie testowania nasion pochodzacych z 61 odmian jeczmienia, wyniki ktérego
prezentuje w rozdziale 6. podrozdziale 6.2, a w rozdziale 7 Dyskusja, podpodrozdziat 7.1.1.
konfrontuje otrzymane wyniki wtasne z danymi literat ry odnoszace sie do wykrywania
BSMV w nasionach, a nie w roélinach.

Kolejny podrozdziat 6.2. ,Identyfikacja wirusa 'w nasionach jeczmienia”. Moim
zdaniem tytut powinien byé: , Wykrywanie i identyfikacja BSMV w nasionach jeczmienia przy
uzyciu testu DAC-ELISA”. Wsréd 61 testowanych polskich i zagranicznych odmian jeczmienia
26 byto porazonych przez tagodne izolaty wirusa. Czy w pozostatych 35 testowanych
odmianach wykryto silne izolaty wirusa, czy byé moze| byty one wolne od BSMV? Mgr
Aleksandra Zarzyriska-Nowak jedynie stwierdza, ze wirus pasiastej mozaiki pszenicy
wykrywano w wigkszosci odmian polskich i niemieckich. Ponadto nie wskazuje, ktére z nich

to odmiany polskie, a ktére to odmiany niemieckie?.

Doktorantka na podstawie obserwacji reakcji 13
oraz 6 gatunkow rodlin dwulisciennych po inokulacji
badanych izolatéw BSMV- izolat BSMV-M, BSMV-R i BS
wtasciwosciach biologicznych badanych izolatéw wirusa.
notowano po inokulacji izolatem BSMV-R w poréwnaniu
BSMV-De-M. lzolat tagodny infekowat jedynie 6 gatunk
rozwijata sig delikatna mozaika, lub pojedyncze drobne lok

Przy uzyciu techniki sap-dip mozliwa byta obser
odmiana-brak danych) porazonych kazdym z badanych

BSMV-De-M typowych dla rodzaju Hordeivirus czaste

gatunkow roslin jednolisciennych
mechanicznej sokiem kazdym z
MV-De-M stwierdzita rdznice we
Wyraznie silniejszg reakcje roslin

do reakcji po inokulacji izolatem

o6w roslin testowych, na ktérych
alne plamki.

wacja w soku z jeczmienia (jaka

izolatéw: BSMV-M, BSMS-R lub

k. Dodatkowo ustalono réing
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koncentracje czastek wirusa w zalaznosci od izolatu. Byta on wyraznie wyzsza dla izolatu
BSMV-R w poréwnaniu do pozostatych tagodnych izolatéw.

Bardzo ciekawe sa wyniki badar ujawniajace zmiany ultrastrukturalne w komérkach
jeczmienia (jaka odmiana-brak danych) porazonych kazdym z badanych izolatéw BSMV. W
komérkach roslin inokulowanych BSM- M nie obserwowano zadnych istotnych zmian
ultrastrukturalnych w przeciwieristwie do zmian (wpuklanie si¢ btony komérkowej do
wnetrza komorki, obecno$¢ w cytoplazmie mikrociat, inkluzji btoniastych, wybrzuszeri
cytoplazmy, zmiany ksztattu mitochondriéw, obecnoéé gcherzy wewnatrz chloroplastéw)
widocznych po inokulacji BSMV-R lub BSMV-De-M. Na szczegblne wyréznienie zastuguja
zaprezentowane przez Doktorantke bardzo dobrej jakosci zdjecia prezentujgce czastki BSMV

oraz zmiany ultrastrukturalne w komérkach chorych roslin.

Znaczng czgs¢ uzyskanych wynikéw stanowi chargkterystyka molekularna wykonana
tym razem w stosunku izolatéw BSMV-M, BSMV-R i BSMV-De-M i BSMV-M/R. Autorka
przeprowadzita caty szereg badar dotyczacych charakter styki molekularnej izolatéw wirusa
i w tym zakresie maja one charakter nowatorski, s3 bardzo wazne zaréwno z poznawczego
jaki praktycznego punktu widzenia. Mgr Zarzyriska-Nowak dla okreélenia petnej sekwencji
genomu izolatéw BSMV-M, BSMV-R, BSMV-De-M i BSMV-M/R, co nalezy uzna¢ za
szczegolnie wazne. Zaprojektowata 47 par wtasnych starteréw, wykorzystata je do
przeprowadzenia reakcji PCR, ktérej produkty wklonowano do wektoréw, a nastepnie
sekwencjonowano wyizolawane plazmidy zawierajace kopie fragmentéw poszczegdlnych
genow analizowanych izolatéw wirusa. Uzyskane wszystkie sekwencje dla kazdego z 4
izolatdw zostaty ztozone i w ten spos6b otrzymano petne ekwencje genomu izolatéw BSMV-
M, BSMV-R, BSMV-M/R, BSMV-De-M i BSMV-M/R. ktére zdeponowano w banku genow. W
podpodrozdziale 6.4.2., Doktorantka przeprowadza analiza petnych sekwencji genomu
jedynie dla izolatéw BSMV-M, BSMS-R, BSMV-De-M, natomiast dla izolatu BSMV-M/R nieco
dalej w podpodrozdziale 6.4.4.. Wyniki tych analiz  potwierdzity organizacje genomu 4
badanych izolatéw jako typowa dla rodzaju Hordeivirus. W podpopdrozdziale 6.4.3, Autorka
podaje wyniki bioinformatycznej analizy otrzymanych | sekwencji genoméw dla trzech
izolatbw BSMV-M, BSMS-R i BSMV-De-M z sekwencjami genoméw z bazy GenBank,
natomiast osobno w podpodrozdziale 6.4.4 dla izolatu BSMV-M/R. Moim zdaniem dla
porzadku w przypadku wszystkich 4 izolatow wirusa wyniki dotyczace analizy petnych

sekwencji genomu, analizy zmiennosci genetycznej powinny zosta¢ wspélnie oméwione, tym



bardziej, ze w podpodrozdziale 6.4.6. analiza pokrewieristwa filogenetycznego zostata
dokonana w stosunku do 4 izolatéw BSMV.

Na podstawie wynikéw analizy filogenetycznej przeprowadzonej w oparciu o
sekwencje nukleotydéw (nt) i aminokwaséw (aa) regiondw kodujacych biatka aa, CP, TGBp1,
TGBp2, TGBp3, va i yb izolatéw BSMV-M, BSMV-R, BS V-M/R i BSMV-De-M Doktorantka

stwierdzita bliskie pokrewieristwo polskich izolatéw SMV-M, BSMV-R, BSMV-M/R na

poziomie 96-99,7% (80 str, podpodrozdziat 6.4.6.) lub na poziomie 99,2-100 (98 str,
podrozdziat 7.3.), za$ dla izolatu silnego BSMV-R i izolatu tagodnego BSMV-M wyniosto 97,4-
100%. Wyniki analizy filogenetycznej wskazuja takze| na bliskie podobienistwo izolatu
niemieckiego BSMV-De-M do badanych polskich izolatow wirusa, co wedtug Doktorantki
moze by¢ zwigzane z bliskim geograficznie miejscem ich pozyskania.

Mgr Zarzyriska-Nowak przeprowadzita takze nalizy mozliwosci wystepowania
rekombinacji, rodzaju i wptywu presji selekcyjnej w stosunku do wszystkich regionéw
kodujacych w genomie izolatéw BSMV-M, BSMS-R i BSMV-De-M. Czy do analizy zostat takze
wigczony izolat BSMV-M/R?. Nie stwierdzita wptywu ppozytywnej presji selekcyjnej, ale
wykazata, ze najwigcej kodonéw podlegato negatywnej czyli oczyszczajacej selekcji, dla
genow CP, TGBp2 i ya, za$ najmniej dla genéw TGBp3 i yb. Uwaza sig, ze negatywna presja
selekcyjna atakuje kodony, ktérych zmiana moze wptywac niekorzystnie na wtasciwosci
wirusa. Zidentyfikowata takze kodony, ktére moga podlegaé¢ neutralnej presji selekcyjnej.

Bardzo ciekawe s3 wyniki badan dotyczacych wolucji molekularnej tagodnego
izolatu BSMV w celu ustalenia mozliwoéci tworzenia nowych wariantéw wirusa o
odmiennych od dotychczas opisanych wtaéciwoéciach bi logicznych. Po wykonaniu 10 cykli
pasazy izolatu BSMV-M na 3 roéliny jeczmienia odm Annabell, kazda z nich byta odrebna
linig ewolucyjna, jedynie dla trzeciej linii po 4 cyklu Doktorantka zanotowata zmiang reakc;ji
roslin. tagodna mozaike na blaszkach lisciowych zastapita silna chloroza utrzymujaca sie do
korica do$wiadczenia. Otrzymany nowy wariant genet czny BSMV-M/R byt w wyiszej
koncentracji w roélinach, a ponadto tatwo przenosit sie mechanicznie z sokiem, natomiast
stabiej z nasionami w poréwnaniu to formy wyjsciowej. Otrzymano petng sekwencje genomu
BSMV-M/R, ktéra sktadata sie z trzech czastek ssRNA i zawierata 7 regionow kodujacych,
podobnie jak w przypadku izolatéw BSMV-M, BSMV-R i BSMV-De-M. Sekwencja genomu
wariantu BSMV-M/R byta podobna w stosunku do sekwencji genomu izolatu BSMV-M w

98,1%, a izolatu BSMV-R w 99,46%. Ponadto, Doktorantka wykonata analize presji



selekcyjnej o czym dowiadujemy sie dopiero po przeczytaniu rozdziatu 6. Dyskusja (str 96-

97), w stosunku do wszystkich regionéw kodujgcych w genomie izolatéw BSMV-M/R

rodzaju i wptywu presji selekcyjnej, ktérej wyniki byty zbiezne z otrzymanymi dla izolatéw

BSMV-M, BSMV-R i BSMV-De-M.
Mgr Aleksandra Zarzyriska-Nowak wykazata przydatnoséé techniki IC-real-time RT-PCR

oraz techniki RT-LAMP do wykrywania i identyfikacji BSMV w materiale roslinnym. W

rozdziale 5. Metody, podpodrozdziat 5.16.1., ze testowano 250 nasion pochodzgcych z
jgczmienia porazonego BSMV-M, ale nie podano co to byt za materiat (Zrédta pochodzenia,
odmiany). Ponadto brak jest jakichkolwiek danych dotyczacych materiatu testowanego
(zrédto  pochodzenia, odmiany, liczba Jprzy uzyciu |techniki RT-LAMP. Wymaga to
uzupetnienia przy przygotowywaniu publikacji. Podobnie uzupetnienia wymagaja
prezentowane wyniki dotyczace diagnozy materiatu z uzy¢iem techniki IC-real-time RT-PCR, a
zwtaszcza techniki RT-LAMP. Pomimo wskazanych niedoskonatosci uwazam, ze podjecie
przez Doktorantke préb znalezienia nowych, bardziej skutecznych niz zalecane technik
wykrywania w nasionach zwtaszcza tagodnych izolatéw BSMV jest zasadne i powinno zostaé
wykorzystane do rutynowej diagnostyki wirusa przez stuz y fitosanitarne oraz uwzglednione
w procedurach zalecanych przez EPPO. Autorka wykazata, ze technika IC-real-time RT-PCR
jest 100-krotnie czulsza niz technika RT-PCR, a czutoéé | techniki RT-LAMP przewyzsza 10-
krotnie czutos¢ techniki RT-PCR.
Dyskusja — Doktorantka komentuje kolejno wszystkie otrzymane wyniki. Jest tu nie
tylko skonfrontowanie ich ze wczesniejszymi zrédtami d tyczacymi literatury tematu, ale i
wtasna interpretacja niektérych wynikéw. Mam uwagi , ktére mi sie¢ nasunety w trakcie
lektury tego rozdziatu.
e wyniki badan dotyczacych wykrywania BSMV przy uzyciu testu DAC-ELISA
(podpodrozdziat 7.1.1.) oraz adaptacji techniki IC real-time-PCR i techniki RT-
LAMP do wykrywania BSMV (podrozdziat 7.3.) powinny byé wspdlnie
przedyskutowane,
e tytut podpodrozdzialu 7.1.2. Zakres roslin gospodarzy i wywotywane objawy
winien by¢ raczej ,Reakcja roslin wskaznikowych po inokulacji BSMV”,
® niczym jest nieuzasadnione w rozdziale 7. Dyskusja, zamieszczanie metodyki
doswiadczen, nawet w wersji skréconej- | podrozdziat 7.2., podpodrozdziat

7.2.3. —str. 96,



Whioski - Autorka wyciggneta 6 wnioskéw. Ma

brak jakichkolwiek danych literaturowych dotyczacych wykorzystania techniki
RT-LAMP w diagnostyce roslin porazonych BSMV przez innych badaczy. Czy
Doktorantka jako pierwsza ta technike pro onuje? Nalezatoby o tym napisac,

brak jakichkolwiek danych literaturowych otyczacych wykorzystania techniki
RT-LAMP w diagnostyce roslin porazonych BSMV przez innych badaczy. Czy
Doktorantka jako pierwsza ta technike pro onuje?. Nalezatoby o tym napisa¢,
z teksu na stronie 99 (podrozdziat 7.3.) do yczacego wykorzystania techniki IC
real-time-PCR do wykrywania i BSMV i prac zwigzanych z porédwnaniem
czutosci testu DAC-ELISA i techniki IC real-time-PCR wynika, ze rezultaty tych
badari zostaty wczesniej przez Doktor ntke opublikowane (Zarzyriska i

wspotautorzy 2014). Czy od tego czasu ni

ukazaty sie prace innych badaczy
stosujacych ta technike w diagnostyce BSMV, jesli jej czutos¢ jest 100-krotnie
wyzsza w stosunku do testu DAC-ELISA?

uwagi do przedstawionych przez

Doktorantke wnioskéw. Jedynie wniosek numer 6 zostat prawidtowo sformutowany.

Pozostate wnioski prezentujg wynik przeprowadzonyc

wymagaja przeredagowania.

w ramach pracy doswiadczen i

Spis pozycji literaturowych odnosniki s3 wykonane przez Doktorantke poprawnie.

Nie znalaztam czterech pozycji literatury podanej w rodziale 9. Spis literatury

1.
2,
3.
4.

Podczas czytania pracy nasuneto mi sie kilka uwag:

Bragg i wsp. (2004)
CABI/EPPO (1998)
CABI/EPPO (1999)
Lane i Heide (1974)

* bardziej uniwersalnym sposobem bytoby stowa Rycina zastagpic stowem

e nalezatoby pisac przy uzyciu metody, a nie metoda

e nalezatoby pisa¢ produkty reakcji PCR, a nie produ

o Fotografia -Fot. 1., 2,3.,4,5.,9, 10,11, 12,, 13,, 14., 15,; 17,; 21b,,
31a., 32, 34.
o Rysunek -Rys. 8., 21a., 22,, 23,, 24./25., 26., 27., 28., 29.

o Schemat 6.,7,16.,18, 19, 20,
o Wykres - Wyk. 30., 31b., 33.,
- np. str. 65
PCR - np. str. 64, 73,
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* nalezatoby ujednolici¢ terminy technika, test, met da, np.

metoda RT-LAMP - str. 85

technika RT-LAMP str. 86, 100

test RT-LAMP str. 100

Podsumowujac, pragne podkredli¢, ze wszystkie przytoczone uwagi, pytania czy
wskazane usterki gtéwnie redakcyjne w niczym nie umn ejszaja mojej oceny merytorycznej
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Zarzyrskiej-Nowak, a majg na celu jedynie wskazanie
Autorce miejsc wartych zweryfikowania przed opublikowaniem wynikéw w czasopismach
naukowych.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Aleksandry Zarzynskiej-Nowak to bardzo
obszerne, szczegétowe zawierajace ogromna masg wynikow opracowanie obejmujace duza
porcje dobrej wirusologicznej roboty (bardzo cenne otrzymanie petnych genoméw 4
izolatéw wirusa). Wykonanie i opracowanie takiej liczby danych jest rzeczywiscie wyjatkowo
imponujace. Podjete bardzo wszechstronne badania d ty odpowiedz na szereg pytan, a
jednoczesnie postawity nowe. Przedstawiona dysertacja wskazuje na opanowanie przez
Aleksandre Zarzyriska-Nowak warsztatu badawczego, zaréwno na poziomie klasycznej
fitopatologii-wirusologii jak i molekularnej wirusologii roélin (genomiki) i bioinformatyki
(analizy in silico) oraz umiejetnym ich wykorzystaniu w trakcie realizacji badari. Praca ma
bardzo duzg wartos¢ poznawcza i wnosi nowe wartoéci do $wiatowej nauki. Posiada takze
znaczenie praktyczne. Otrzymane wyniki z catg pewnos i3 moga zosta¢ wykorzystane do
przygotowania publikacji zgtaszanych do wysoko punktowanych czasopism naukowych z
zakresu fitopatologii i wirusologii.

Praca w petni spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i stawiam whniosek do
Rady Naukowej Instytutu Ochrony Roslin-Paristwowy Instytut Badawczy o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr Aleksandry Zarzynskiej-Nowak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Uwazam, ze praca zastuguje na nagrode i wnosze o wyréznienie pracy mgr

Aleksandry Zarzyrskiej-Nowak przez Rade Naukowa Instytutu Ochrony Roslin.

| Ll

Prof. dr hab. Elzbieta Paduch-Cichal

Warszawa, 5.05.2017
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